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1. RESUMEN

Introduccion: Los contaminantes emergentes de origen farmacéutico como el
diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol; los cuales pertenecen al grupo de los
antinflamatorios no esteroideos (AINES), son medicamentos ampliamente prescritos a
nivel global, por su alta demanda en el mercado, debido a que comparten la misma
accion terapéutica y se emplean como tratamiento para la inflamacién con o sin
presencia de dolor. Estos AINEs se encuentran dentro de la categoria que mas se ha
detectado en agua residual en lo que respecta a contaminantes emergentes derivados
de productos farmacéuticos. La biorremediacion es una técnica la cual consiste en
emplear organismos vivos para la degradacién o eliminacioén total de contaminantes
presentes en el medio ambiente. La biodegradacion de a partir de microorganismos
tiene muchas ventajas al utilizarlos para llevar a cabo sus funciones metabdlicas;
como la reduccion de costos y condiciones operativas consideradas mas amigables
para el ambiente. Esta técnica también se ha implementado en los Ultimos afios,
derivado de la busqueda de microorganismos extreméfilos como los haléfilos, para ser
utilizados en técnicas de pretratamiento, tratamientos fisicoquimicos hibridos y el
desarrollo de nuevos biorreactores. Las bacterias hal6filas marinas se han aplicado
para el tratamiento de aguas residuales farmacéuticas con elevadas concentraciones
de sal, demostrando alta eficiencia en la degradacién de compuestos recalcitrantes.
Objetivo: identificacion de bacterias extremotolerantes con capacidad para degradar
AINEs, contaminantes emergentes que pueden afectar la salud humana y ambiental.
Materiales y métodos: Se aislaron 50 cepas, 25 cepas de cada ambiente extremo.
Se caracterizaron morfolégicamente, se les determino el espectro fisioldgico de
crecimiento y se identificaron genéticamente, se sometieron a una prueba de
tolerancia a diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol a concentraciones de 1lppm,
10ppm y 100ppm de cada AINE. Resultados: Las cepas aisladas del volcan El
Chichonal resultaron tener una mejor tolerancia a la presencia de AINEs en
comparacion con las de la Laguna Salada; siendo las cepas de Bacillus siamensis,
P3SED2; Micrococcus luteus, P9AGUL, P8SUEL y P5SEDS5; y Kocuria rizhophila,
P1AGU3; las que toleraron la presencia de diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol en
concentraciones de 1ppm, 10ppm y 100ppm. Conclusiones: Los resultados
obtenidos demostraron la capacidad tolerancia a AINEs, para las especies
Aerococcus urinaequi, Bacillus siamensis, Micrococcus luteus, Micrococcus

yunanensis y Kocuria rizhophila.



1.1 ABSTRACT

Introduction: Emerging contaminants of pharmaceutical origin such as diclofenac,
ibuprofen and paracetamol; which belong to the group of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), are medications widely prescribed globally, due to their
high demand in the market, because they share the same therapeutic action and are
used as a treatment for inflammation with or without the presence of pain. These
NSAIDs are within the category that has been detected the most in wastewater with
regard to emerging contaminants derived from pharmaceutical products.
Bioremediation is a technique which consists of using living organisms for the
degradation or total elimination of contaminants present in the environment. The
biodegradation of microorganisms has many advantages when using them to carry out
their metabolic functions; such as cost reduction and operating conditions considered
more environmentally friendly. This technique has also been implemented in recent
years, derived from the search for extremist microorganisms such as halophiles, to be
used in pretreatment techniques, hybrid physicochemical treatments and the
development of new bioreactors. Marine halophilic bacteria have been applied for the
treatment of pharmaceutical wastewater with high salt concentrations, demonstrating
high efficiency in the degradation of recalcitrant compounds. Objective: identification
of extreme-tolerant bacteria with the capacity to degrade NSAIDs, emerging
contaminants that can affect human and environmental health. Materials and
methods: 50 strains were isolated, 25 strains from each extreme environment. They
were morphologically characterized, their physiological growth spectrum was
determined and they were genetically identified. They underwent a tolerance test to
diclofenac, ibuprofen and paracetamol at concentrations of 1ppm, 10ppm and 100ppm
of each NSAID. Results: The strains isolated from the El Chichonal volcano turned
out to have better tolerance to the presence of NSAIDs compared to those from Laguna
Salada; being the strains of Bacillus siamensis, P3SED2; Micrococcus luteus,
P9AGUL1, P8SUEL and P5SEDS5; and Kocuria rizhophila, PLAGUS3; those that tolerated
the presence of diclofenac, ibuprofen and paracetamol at concentrations of 1ppm,
10ppm and 100ppm. Conclusions: The results obtained demonstrated the
degradation potential of NSAIDs for the species Aerococcus urinaequi, Bacillus

siamensis, Micrococcus luteus, Micrococcus yunnanensis and Kocuria rizhophila.



2. MARCO TEORICO

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia
y la Cultura (UNESCO), los contaminantes emergentes no se encuentran regulados
adecuadamente e impactan directamente en la calidad del agua, con posibles efectos
adversos para la salud humana (1).

Los contaminantes llamados emergentes hacen referencia a todos aquellos
contaminantes que no estan controlados o regulados por una norma que exija la
notificacion de su presencia en los suministros de agua o aguas residuales. Este tipo
de contaminantes abarcan una gran lista de productos como los pesticidas, drogas
licitas e ilicitas, aditivos alimentarios, conservadores, productos del cuidado personal,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, productos farmacéuticos como antibidticos,
hormonas, y antinflamatorios no esteroideos (AINEs) como el diclofenaco, ibuprofeno,

paracetamol, entre otros, como se indica en la figura 1 (2).

Antinflamatorios, antibioticos, hormonas, medicamentos

—1. Productos farmacéuticos psiquiatricos, drogas licitas, medicamentor de uso
veterinario.
|| 2. Productos de cuidado ingredientes de productos cosmeticos como el bisfenol,
personal y cosméticos parabenos, triclosan; protectores solares, desinfectantes.

Surfactantes, alquifenoles, compuestos perfluorados,
nanoparticulas.

— 3. Substancias industriales

Fungicidas, herbicidas, insecticidas, bactericidas,

CONTAMINANTES EMERGENTES

4. Pesticidas nematicidas, rodenticidas.
Bacterias patogenas, microbios multidrogoresistentes,
— 5. Agentes biologicos resistentes a antifungicos y genes de resistencia a
antibidticos.
6. Contaminantes Dioxinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos
— organicos persistentes no halogenados, naftalenos policlorados, radicales libres
intencionales ambientalmente persistentes.

Elementos raros de la tierra, metaloides, microplasticos,
radionucleidos, envases y contenedores de alimentos,
Inhibidores de corrosion.

7. Otras substancias de
interés

Figura 1. Clasificacion de los contaminantes y otras substancias de preocupacién emergente.
Modificado de Morin-Crini et al., 2022.



Dada la acumulacion de este tipo de contaminantes en el ambiente es notable que las
plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales son ineficaces para
eliminar los compuestos farmacéuticos y que son eco-toxicos para los sistemas
acuaticos y terrestres (3); dado que su disefio esta orientado primordialmente en la
eliminacién de materia organica y no en los contaminantes como los de origen

farmacéutico. (4).

Aunque las concentraciones de un producto de manera individual pueden estar en el
rango de los nanogramos por litro, los contaminantes emergentes normalmente se
encuentran en el agua como mezclas mas complejas, metabolitos de transformacion

y pueden tener efectos sinérgicos que aun son desconocidos (5,6).

Es necesario fortalecer la comprension de los posibles riesgos para la salud y
alteracién de los ecosistemas que pueden tener los contaminantes emergentes, asi
como su presencia en los recursos hidricos, agua residual y acumulacion en el medio

ambiente, ya que la informacion actual sobre este tema es escasa (1).
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Figura 2. Distribucidon geografica de las investigaciones realizadas en México por entidad federativa,
acerca de la ocurrencia de contaminantes emergentes en aguas subterrdneas y superficiales. (Tomado

de Vazquez-Tapia, et al., 2022)



En México se han realizado diversas investigaciones sobre los contaminantes
emergentes, donde se ha detectado la presencia de diversos compuestos como
disruptores endocrinos, pesticidas, metales y contaminantes de origen farmaceéutico;
de los cuales destacan los antibidticos, reguladores lipidicos, hormonas, psicotropicos,

antinflamatorios no esteroideos entre muchos otros (7-19).

2.1.1 Contaminantes emergentes de origen farmaceéutico

De acuerdo con Azuma et al. los contaminantes emergentes que se derivan de
compuestos farmacéuticos mas ampliamente distribuidos en aguas superficiales a
nivel global, se encuentran englobados en 11 grupos terapéuticos: analgésicos,
antipiréticos, broncodilatadores, antivirales, antimicrobianos, anticancerigenos,
psicotropicos, antihipertensivos, antipruriginosos, medios de contraste para rayos X,
hierbas medicinales y fitoestrogenos; englobando en total 58 farmacos diferentes
entre los que destacamos ibuprofeno y paracetamol, pero también encontramos
indometacina, losartan, levofloxacino, azitromicina, aciclovir, carbamazepina, y otros
mas (20).

Actualmente la deteccion de productos farmacéuticos en aguas superficiales,
subterraneas, costeras e incluso en agua potable, informacion ampliamente
documentada. Asimismo, también podemos encontrar productos farmacéuticos
distribuidos en medios soélidos como el suelo y los lodos provenientes de las
depuradoras (4)

Los productos farmacéuticos se emplean diariamente y de manera global, por lo que
su presencia en el medio ambiente representa un problema de salud publica y
medioambiental (6). Estos productos pueden llegar al medio ambiente a través de
diferentes etapas: durante su ciclo de vida, fases de produccion, distribucion,

adquisicion y uso domestico (5).

2.1.2 Antinflamatorios no esteroideos como contaminantes emergentes

En Malasia, Modh Hanafiah et al., (2021) concluyeron que la fuente primaria de
contaminacion por contaminantes emergentes de origen farmacéutico procede de las

aguas residuales de las zonas urbanas; donde detectaron concentraciones elevadas
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de AINEs en el efluente, afluente y en aguas superficiales provenientes del rio Langat,

una zona urbana, estas se encuentran en rangos de 5870-71800 ng/L (21).

Un estudio en Grecia (2021), de epidemiologia basada en aguas residuales realizado
para identificar las modificaciones en el consumo de medicamentos empleados antes
de la pandemia por COVID-19 (2019) y durante la misma (2020), mostré un aumento
importante en la presencia de paracetamol, ya que, en 2019, los niveles de
concentracion de este farmaco fueron de 76.044 g/dia, mientras que en 2020 se

registrdo un aumento del 198% con una concentracion de 226.449 g/dia (22).

En California, EUA, Maruya et al., (2022) analizaron tres cuencas hidrograficas en
donde se descargan efluentes de aguas de tratamientos residuales municipales, de
estas dos se ubican en zonas urbanas y la tercera en una zona rural, los resultados
arrojaron que habia presencia de contaminacién con diferentes compuestos
farmacéuticos como estradiol, ibuprofeno y diclofenaco en concentraciones <1 - 190
ng/L (23).

En México los contaminantes emergentes que se han estudiado en aguas
superficiales, subterraneas y residuales abarcan principalmente la categoria de
compuestos farmacéuticamente activos como &cido salicilico, acido clofibrico,
atenolol, cafeina, carbamazepina, diclofenaco, gemfibrozilo, ketoprofeno, ibuprofeno,
naproxeno, paracetamol y sulfametoxazol (10).

En un estudio en 2013, en la Ciudad de México (CDMX) se detectaron contaminadas
las principales fuentes de abastecimiento de agua potable con compuestos de origen
farmacéutico tales como: diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, acido
salicilico, entre otros. Las concentraciones detectadas en aguas superficiales de estos
farmacos van de 15 a 186 ng/L. La principal via de llegada de estos contaminantes al
agua es a través de los sistemas de drenaje de uso doméstico, hospitalario y
veterinario, debido alto depésito de medicamentos como consecuencia del aumento

en su consumo (17).

En otro estudio realizado en el estado de Morelos, México, se determind la presencia
de contaminantes de origen farmaceutico en aguas superficiales y subterraneas. En
las aguas superficiales los farmacos méas abundantes fueron los analgésicos vy

antiinflamatorios como el naproxeno (732-4880 ng/L), paracetamol (354-4460 ng/L)
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y diclofenaco (258-1398 ng/L), y el regulador lipidico bezafibrato (286—2100 ng/L),
(18).

Ademas, la aparicion de la enfermedad COVID-19, produjo un aumento en el consumo
de AINEs, como por ejemplo diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol (5). Un estudio
sefalo que los AINEs fueron de los medicamentos mas empleados en la practica de
la automedicacién derivada de la aparicion de esta enfermedad con un 72.5% de
incidencia (n=806) (24).

Debido a lo anterior, los AINEs se han detectado con mayor frecuencia en aguas
residuales de origen doméstico u hospitalario. Otro de los puntos a considerar es que
estos contaminantes no se encuentran Unicamente de manera individual, ya que
existe la probabilidad de la formacidbn de mezclas con otros xenobibticos que

ocasionen la potenciacion de su impacto sobre la naturaleza y la salud humana (5).

2.1.3 Impacto de los contaminantes emergentes de origen farmacéutico en la

salud

Los medicamentos que forman parte de los contaminantes emergentes son moléculas
con actividad biol6gica y que ademas se encuentran activos (25). Su presencia en el
medio acuatico puede conllevar a la modificacion de la calidad del agua y la

composicion de su biota (26).

Realmente es poco el conocimiento que se tiene sobre el impacto que podrian causar
estos contaminantes biol6gicamente activos en una exposicion a largo plazo sobre los

ecosistemas y la salud humana (27).

Los productos de origen farmacéutico se metabolizan y se transforman en el cuerpo
humano o animal tras su absorcion. Las modificaciones que sufre la molécula facilitan
su eliminacién a través de la orina y las heces (25). Dado que se metabolizan de
manera parcial en el organismo, estos compuestos o metabolitos se eliminan también
parcialmente en concentraciones significativas antes de entrar en las plantas de

tratamiento de aguas residuales (27).

Debido a que los productos farmacéuticos se distribuyen y utilizan a nivel mundial
cotidianamente, su liberacion al medio ambiente representa un grave problema de

salud publica y ambiental. Ademas, los metabolitos secundarios producidos a partir
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de los productos farmacéuticos no se degradan en su totalidad y podrian tener efectos

adversos o alterar la comunidad de microorganismos que componen el ecosistema

(6).

Los efectos que podrian causar este tipo de contaminantes conllevan un riesgo para
el medio ambiente, la produccion ganadera, la plantacion de cultivos, la salud humana
como en el desarrollo fetal. Es de suma importancia mantener la vigilancia sobre la
persistencia de los productos farmacéuticos de alto riesgo en el medio ambiente para

proteger la salud ambiental, la diversidad acuatica y la salud humana (21).

Existen diferentes formas en las que los seres humanos pueden exponerse a los
productos farmacéuticos que contaminan el medio ambiente acuatico, la primera es a
través del agua potable y la segunda por el consumo de organismos acuaticos
previamente expuestos a estos contaminantes (28). De la misma manera que otros
tipos de contaminantes, los de origen farmacéutico también pueden acumularse en
seres Vivos, y algunas veces las concentraciones que se alcanzan son incluso mas
altas que las que se pueden encontrar en el ecosistema (4). Por lo tanto, los posibles
riesgos de exposicion para la salud son motivo de preocupacion, especialmente para
paises que utilizan el agua superficial como una de sus principales fuentes de agua

para consumo humano (28).

Los antinflamatorios como el diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno aumentan la
mortalidad del sapo espinoso andino Rhinella spinulosa en estadios juveniles, a
medida que aumenta la concentracion del farmaco, lo cual podria ser un indicador de

aguas contaminadas por medicamentos antiinflamatorios (29).

Si bien la presencia de compuestos farmacéuticos en el medio ambiente se considera
como limitada, ain se desconoce el riesgo que podria causar para las especies
acuaticas y la salud humana, incluso con la exposicién en periodos prolongados y en

bajas concentraciones (30).

Un estudio realizado en China (2017), demostré que en concentraciones de 5.50 y
500 pg/L, el diclofenaco y el ibuprofeno afectaban de manera importante a partir de
las 6 h posteriores a la fertilizacion, los movimientos locomotores del embrion del
Danio rerio (pez cebra) y que ademas son neurotoxicos, lo que indica una amenaza

para el desarrollo en fase temprana (31).
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En otra investigacion, Cuthbert et al., (2007) realizaron encuestas en diferentes partes
del mundo acerca del uso de AINEs en la practica veterinaria, especificamente en
especies de aves como las rapaces, buhos, cigiefias y grullas; y encontraron que
algunas variedades de AINEs resultaron ser toxicas, como el diclofenaco, ketoprofeno
e ibuprofeno, farmacos que también se emplean en el tratamiento para la salud
humana (32).

2.2 ANTINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

La mayor parte de los AINEs son &cidos organicos débiles, estos farmacos ejercen
mecanismo de accion al inhibir a las ciclooxigenasas (COX) o enzimas prostaglandina
(PG) G/H sintasa. Hay dos formas, COX-1y COX- 2 (33) . La COX-1, constitutivo en
las células del cuerpo humano e involucrada en funciones para mantener el equilibrio
homeostatico y la COX-2, que se expresa en los procesos de la inflamacion de manera
inducida por las citocinas y mitdgenos (34). La mayoria de las acciones antipiréticas,
analgésicas y antiinflamatorias propias de los AINEs esta dada por la inhibicién de la
COX-2 (33).

Se clasifican en funcién de su selectividad en dos grupos, no selectivos, cuando
inhiben tanto la COX-1 como la COX-2, y selectivos cuando solamente actian sobre
la COX-2 (34).

La fuerte inhibicibn que pueden ejercer los AINEs en moléculas como los
prostanoides, explica los efectos adversos que ocasionan, como ejemplo es la
inhibicion de la COX-1, que tiene funcién citoprotectora en el epitelio gastrico y al
realizar su efecto terapéutico produce reacciones gastricas e incluso sangrados; por
otro lado, la COX-2 esta involucrada en el control de la presion arterial, asi que su

inhibicién puede conllevar a hipertension o eventos tromboticos (33)

Los AINEs son indicados para el manejo del dolor leve, control de la fiebre, inhibir la
formacion de trombos y reducir la inflamacién (35). Sin embargo, durante las uUltimas
décadas se ha ido disminuyendo su prescripcion, debido a la falta de seguridad en su

perfil farmacocinético.

Debido a que es un medicamento de venta libre al publico en general, ha conducido a

un aumento global en su consumo (36), ya que son empleados tanto en medicina
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humana como la veterinaria por sus amplias propiedades como antiinflamatorios,

analgésicos y algunos incluso antipiréticas (37).

En Europa Occidental, América Latina y el Caribe, farmacos como la carbamazepina
y los antinflamatorios no esteroideos como el diclofenaco, ibuprofeno, son de los
contaminantes emergentes de origen farmacéutico mas detectados en los
ecosistemas de agua dulce (3). La exposicion de los organismos en los ecosistemas
acuéticos a los AINEs mas comunes como el acido acetilsalicilico, diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno y paracetamol es un posible un riesgo para los invertebrados

presentes en este tipo de agua (37).

2.2.1 Diclofenaco

Es un farmaco derivado del acido fenilacético, ampliamente utilizado ya que actua
como analgésico, antipirético y antinflamatorio, que se comporta como un inhibidor
selectivo de la COX-2, este se puede encontrar en diferentes presentaciones como
gel topico, tabletas orales, o solucién ocular, suspension inyectable y solucion
oftdlmica. Esta aprobado para el tratamiento de artritis reumatoide, osteoartritis, dolor,
espondilitis anquilosante, dismenorrea y migrafia. También puede producir efectos

secundarios gastrointestinales (33).

OH
Cl N
| H
AN
Cl
C14H11CI2NO2

Figura 3. Estructura quimica del diclofenaco (credo con BioRender).

El diclofenaco es uno de los compuestos incluidos en la primera lista de la Directiva
Marco del Agua de la Union Europea, siendo un contaminante de importancia
emergente y con gran relevancia por su uso a nivel mundial por la baja

biodegradabilidad que este presenta (38).
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2.2.2 Ibuprofeno

Farmaco derivado del &cido propiénico, empleado para el tratamiento de dolor, fiebre,
osteoartritis, artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias y ductus arterioso
persistente en recién nacidos prematuros. Es de venta libre al publico, se encuentra
en diversas presentaciones farmacéuticas como tabletas masticables, capsulas y
capsulas de gelatina blanda, solucién, gotas orales y suspension inyectable. Sin
embargo, también se han reportado varios efectos adversos asociados al ibuprofeno
como cefalea, efectos gastrointestinales, edema, retencion de liquidos,

trombocitopenia, visidn borrosa y algunos casos de ambliopia toxica (33).

OH

C13H1802

Figura 4. Estructura quimica del ibuprofeno (creado con BioRender)

El ibuprofeno forma parte de los contaminantes farmacéuticos mas detectados en el
medio ambiente, sus rutas metabdlicas y el efecto toxico sobre las bacterias en el

ambiente no se han estudiado por completo (39)

2.2.3 Paracetamol

El paracetamol es un farmaco inhibidor no selectivo de la COX, metabolito activo de
la fenacetina, que se emplea como analgésico y antipirético (antiinflamatorio débil) de
uso comun para nifios y adultos contra a cefalea, odontalgia, fiebre, irritacion o
inflamacion de garganta, se puede comprar sin receta médica, y esta disponible solo
0 combinado con otros compuestos farmacéuticos; este también puede ocasionar
algunos efectos secundarios como trastornos gastrointestinales, reacciones de

hipersensibilidad y lesion hepatica (33).
H
"~
HO
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CsHoNO2

Figura 5. Estructura quimica del paracetamol (Creado con BioRender).

El paracetamol es un analgésico comun y de uso continuo. Este farmaco esta

contaminando diferentes cuerpos de agua por su liberacion al ecosistema.

Debido a la persistencia de este tipo de farmacos en el ambiente es necesario buscar
formas para poder eliminarlos; para ello existen métodos como la biorremediacion,
gue se puede emplear para subsanar la presencia de dichos compuestos del medio
ambiente (35).

2.3 BIORREMEDIACION

El suelo, los sedimentos y el agua estan contaminados por la industria y otras
actividades humanas, lo que representa un peligro para la salud humana y ecoldgica
(40). La biorremediacion es un proceso que implica el uso de organismos para la
eliminacién de contaminantes del medio ambiente, este incluye el uso de plantas y
hongos, las cuales han demostrado éxito para la eliminaciéon de metales pesados,
hidrocarburos, xenobidticos y elementos radioactivos (41), sin embargo, se ha
enfocado mayormente en los procesos referentes a las bacterias, ya que tiene

diversas aplicaciones en este campo (40).

Los procesos bioldgicos llevados a cabo por organismos vivos pueden convertir los
contaminantes en formas menos toxicas, mediante mecanismos de adsorcion,
degradacion y/o mineralizacidn. La biorremediacidn se realiza con el fin de eliminar o

reducir los contaminantes ambientales (42).

La biorremediacion puede ser: in situ, donde se aplica de manera directa en el area
contaminada, o bien en desplazarlos a un ambiente particularmente preparado,
denominado ex situ (42). Este método se considera como fundamental para contribuir

en la disminucion de la contaminacion ambiental (41)

En la biorremediacién se tiende a inducir a los microorganismos para que lleven a
cabo la eliminacion de los contaminantes mediante el uso de nutrientes y otras
sustancias quimicas (41). Es imprescindible conocer la microbiologia de la
biodegradacion de los contaminantes farmacéuticos para poder desplegar nuevos
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enfoques biotecnoldgicos amigables con el medio ambiente y asi poder utilizarlos para

mejorar la eficiencia de las plantas de tratamiento de aguas residuales (3).

La biorremediacién también ha implementado en los ultimos afios como una de las
principales estrategias de tratamiento de aguas residuales farmacéuticas, el uso de
cepas de microorganismos extremofilos, un ejemplo son los haldfilos. Algunas
bacterias y actinobacterias haléfilas marinas se han aplicado para el tratamiento de
este tipo de aguas con elevadas concentraciones de sal, demostrando resistencia a
farmacos como la penicilina utilizando biorreactores de membrana anaerobica.
Ejemplo de ello son Oceanimonas sp., Vibrio sp. y Arthrobacter sp., haléfilas que
trataron eficazmente las aguas residuales salinas que contenian concentraciones de

20 mg/L de ampicilina (43).

Un estudio realizado en Malasia (2021), demostré y confirmo que la optimizacion de
la biodegradacion del diésel se vio afectada directamente por las condiciones de
salinidad, la concentracion de nitrégeno y la temperatura. Los datos del estudio
indican que la maxima degradacion de hidrocarburos se logré a una temperatura de
10-12°C y un pH ligeramente alcalino (pH 8) a partir de un consorcio bacteriano
psicrotolerante obtenido de la peninsula Antéartica (44).

Otro ejemplo de microorganismos extremdfilos que participan en la biorremediacion
de ambientes extremos son las Archaeas, capaces de vivir en entornos considerados
inhabitables por la mayoria de otros organismos y pueden realizar la eliminacion de

contaminantes (40).

2.4 MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS

En todos los lugares considerados como extremos que se han estudiado en el planeta,
se han encontrado microorganismos. Los microorganismos capaces de desarrollarse
bajo condiciones ambientales extremas, aunque crecen mejor en condiciones
ambientales normales se denominan extremo tolerantes, pero también existen
algunos que incluso necesitan de estas condiciones hostiles de forma obligada para

Su supervivencia, estos son denominados microorganismos extremofilos (45).

La palabra extremofilo fue acufiada en 1974 por R.D. MacElroy quien los describié

como microorganismos que morian bajo condiciones mesofilas y por el contrario
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necesitaban de ambientes conocidos como desafiantes u hostiles para su

supervivencia éptima (46).

Los extremdfilos se distribuyen en ambientes tan radicales como las fuentes termales
con agua en ebullicion, en el hielo que cubre los lagos, glaciares y mares polares, en
aguas de elevada salinidad y en suelos y aguas que tienen un pH que va desde 0 o
hasta 12 (47); y abarcan desde hongos, archeas, algas, protozoarios, bacterias hasta
algunos organismos pluricelulares (45).

Todas las macromoléculas de los extremdfilos o extremotolerantes, como ADN, ARN
y/lo proteinas, deben mantenerse funcionales y estables para su supervivencia,
independientemente del tipo de ambiente al que estén adaptados. La caracteristica
mas atractiva de estos extremaofilos se debe a la variedad de enzimas que secretan.
La estabilidad innata de las extremo-enzimas las convierte en candidatas ideales para
ser utilizadas en diferentes campos de la industria (48).
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Tabla 1.- Clasificacién de microorganismos extremofilos.

Tipo de
microorganismo Categoria
Termofilo
Hipertermofilo
Psicréfilo

Temperatura

Hiperacidéfilo

Acidofilo pH

Alcalofilo

Piez6filo/Baréfilo Presion

Concentracion
de NaCl

Halé6filo

Halotolerante

Osmofilos Concentracion

de azlcares

Condicién extrema
60-80°
>80°C
<15°C
-15°C-20°C

pH <3

pH <5

pH >9

>120 MPa

>300 atm

Débil: 1%-3% NacCl
Moderado: 3.1-15%

Extremo: >15%

Pueden crecer en presencia
de NaCl pero no la requieren
para sobrevivir.

En presencia de altas

concentraciones de azUlcares.

Ambiente extremo
Ejemplo
Zonas termales
Sistemas hidrotermales.

Hielo marino.

Aguas volcanicas y drenajes acidos
de minas.

Areas volcanicas o con actividad
geoquimica.
carbonatados,

Suelos lagos

sodicos.

Profundidades de mares y océanos.

Lagos o lagunas hipersalinos.

Agua de mar.

Agua de mar.

Fermentaciones alimentarias

Microorganismo
Ejemplo
Geobacillus sp
Methanopyrus kandleri

Synechococcus lividus

Clostridium paradoxum
Picrophilus oshimae

Acidiphilum cryptum

Arthrobacter,
Psychrobacter,  Vibrio,
Natronobacterium,
Moritella marina

C. piezophila

Dunaliella salina

Bacillus licheniformis

Saccharomyces

cerevisiae

Referencia
bibliografica
(49)

(45)
(45,49)
(50,51)

(50,51).

(45,49)

(45,47).

(52)

(47)

(45)



Xero6filos

Metalé6filos

Metalotolerantes

Toxico

tolerantes

Radiofilos

radioresistente

Oligotréfico

Poliextremofilos

Disponibilidad
de agua
Metales

pesados

Contaminantes

guimicos

Radiacion

ionizante o

ultravioleta
Medio minimo

inorganico.

Mas de una de

categoria

Ambientes sin agua 0 en
desecacion.

Tolerantes a altas
concentraciones de metales.
130 mM Ni%* 0 5 mM Cu?*

(Cr, Zn, Cd, Co, Ph, Ag, Hg).
Tolerantes a la presencia de
desechos toxicos o solventes
organicos.

1500-6000 Gy

5000 J/m2.

Que crece en un medio basal
inorganico sin fuentes
adicionales de  carbono,
nitrégeno o energia.

Adaptacion a mas de una
categoria de las antes

mencionadas.

Desiertos/Antartica

Suelos con altas concentraciones
de metales como minas o sitios de

extraccion.

Agua o suelos contaminados con

desechos tbéxicos o0 solventes
organicos.
Montafias altas con exposicion a

rayos solares.

Entornos con escasos nutrientes o

aridos.

Ecosistemas mixtos.

Chroococcidiopsi sp
Streptomyces mirabilis
Ferroplasma
acidarmanus
Pseudomonas putida
Deinococcus
radiodurans
Sphingomonas
alaskensis,

Caulobacter spp.

Cyanobacterias

(45)

(45,49)

(51).

(45,53)

(49,54)

(45)
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2.4.1 Bacterias extremofilas

El dominio Bacteria esta constituido por microorganismos procariotas que
pueden ser 0 no de tipo patdgeno para el ser humano; compuesto por una gran

variedad de morfologias y fisiologias (47).

Las bacterias extremofilas tienen gran relevancia no solo por su capacidad para
tolerar y sobrevivir en ambientes hostiles, sino también por todas aplicaciones
en biotecnologia, medicina e industrial. Un ejemplo muy importante es el éxito
de la PCR debido a las ADN polimerasas termofilas que permiten realizar la
técnica en temperaturas muy elevadas, como la de T. aquaticus y P. furiosus
(55).

La capacidad de adaptacion a ambientes extremos de estos microorganismos
los convierte en potenciales herramientas para la industria y el medioambiente.
Como ejemplo, los termdfilos que han sido ampliamente empleados en:
metalurgia para realizar bio-monitorizacion y biorremediacion, produccion de

biocombustibles y enzimas hidrolasas con aplicaciones industriales (56).

Ademas, tienen aplicaciones en el area médica debido a la produccién de
sustancias antimicrobianas, mientras que, por el lado de la biotecnologia, se
emplean sus enzimas por ser termoestables y/o estables a diferentes niveles de
pH. Los microorganismos litoautotrofos podrian utilizarse para producir una

fuente de energia a partir de la recaptacion dioxido de carbono atmosférico (57).

Las bacterias extremdfilas también tienen participacion en la degradacion de
hidrocarburos como fenol, algunos ejemplos de bacterias que crecen en
ambientes de agua saladas, son Oceanimonas, Cobetia, Halomonas, Vibrio

entre otras (58).

Algunas bacterias haldfilas como Deinococcus sp. producen pigmentos que
funcionan como proteccion contra el dafio oxidativo. Rubrobacter radiotolerans
produce un pigmento de color rojo que también sirve como un antioxidante eficaz
(59).

2.4.2 Actinobacterias extremoéfilas

Las actinobacterias son Gram positivas, con un alto porcentaje de G-C (guanina-

citocina) en su genoma y con la caracteristica peculiar de presentar en su
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morfologia microscépica un crecimiento ramificado filamentoso, que le da el

nombre al filo y a la clase. (60).

Figura 6. Morfologia de actinobacterias: a) Y b) morfologia colonial, ¢) y d) microscopia
electronica de barrido, se observa el crecimiento filamentoso, e) acercamiento en las
ramificaciones, mediante microscopia electrénica de barrido. Tomado de José., et al., 2021 (61).

Estas bacterias tienen la capacidad de producir una amplia variedad de
compuestos con diferentes aplicaciones tanto en el area médica como de uso
industrial (61).

Factores como el rango de temperatura, el pH y la concentracion de humedad
del suelo influyen sobre el crecimiento de las actinobacterias, la mayoria se
clasifican como mesofilas, de acuerdo con la temperatura de crecimiento que va
entre los 25 y 30 °C; sin embargo, existen actinobacterias terméfilas las cuales
pueden crecer en ambientes con temperaturas mas elevadas, que van desde los
50°C en adelante. En general las actinobacterias se desarrollan mejor en suelos
con un pH cercano al neutro, sin embargo, existen otras que pueden crecer
adecuadamente en pH desde 3 o incluso 9, segun las condiciones del ambiente
(60).

Expandir el repertorio de actinobacterias es una estrategia prioritaria para la
obtencién de nuevos productos biotecnolégicos. Las actinobacterias extremdfilas
tienen la necesidad y capacidad de producir enzimas con la misma caracteristica
de adaptacion, “enzimas extremas”, y metabolitos secundarios con inmenso
potencial biotecnoldgico (62). El genoma de las actinobacterias presenta un gran
potencial biosintético sin explotar y representa un amplio panorama de futuros
descubrimientos (61).

23



Ambientes extremos como las aguas residuales industriales hipersalinas,
hipertérmicas, con presencia de metales y/o con un pH &cido o alcalino necesitan

biorremediacion (40).

2.5 AMBIENTES EXTREMOS DE MEXICO

Anteriormente se pensaba que en nuestro ecosistema las caracteristicas
climaticas normales como presiéon de 1 atm, pH neutro, balance de sal en el agua
dulce y el agua de mar, eran las Unicas bajo las cuales podia existir la vida; sin
embargo, ahora sabemos que la Tierra contiene una inmensa cantidad de
ambientes que podrian catalogarse como inhabitables desde el punto de vista

humano, esos ambientes se consideran como "extremos" (45).

México tiene una gran diversidad de ambientes, gracias a sus caracteristicas
geograficas, topograficas y climatolégicas, que permiten la existencia de
diferentes habitats que albergan un gran numero de organismos (51). Lo que lo
caracteriza por su gran diversidad de organismos vivos y ambientes extremos,
en los cuales se alojan una importante variedad de microorganismos adaptados
a esas condiciones extremas de vida, algunos ejemplos son: zonas volcanicas y
geotérmicas, desiertos, suelos con altas concentraciones de sal, pozos

petroleros y suelos alcalinos y acidos, entre otras (51).
Algunos ejemplos de ambientes extremos en México:
Ambientes con temperatura extrema

En México se pueden encontrar diversas zonas con temperaturas elevadas
como son las areas volcanicas que aun se encuentran activas, como el
Popocatépetl y el Iztaccihuatl; manantiales termales, suelos muy expuestos a
radicacion solar, desiertos e incluso zonas cercanas a la industria, varias zonas
geotérmicas como: el cinturon volcanico de Los Azufres, Michoacan y Los
Humeros en puebla; el Paricutin (Figura 6, tomado de (63); EI Chichonal,
Chiapas; Cerro Prieto, Baja California. En estos ambientes a pesar de las altas
temperaturas, se presenta el desarrollo de diversos microorganismos termaofilos

e hipertermdfilos (51).
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En México también existen ambientes que alcanzan temperaturas
extremadamente frias como el Gran Glaciar Norte, el volcan Citlaltépetl o
Montafia de la Estrella (nahuatl). Es un estratovolcan y la tercera montafia mas
alta de Norteamérica, este se localiza en la parte oriental de la Faja Volcanica
Transmexicana a 5675 metros sobre el nivel del mar. De este ambiente extremo
se han aislado hongos de los géneros Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium,

Pleosporales, entre otros (64) .
Ambientes con pH extremo

El ambito acuético de volcanes es considerado un ambiente extremo, y por ello
sirven para estudiar las adaptaciones de la vida en dominios adversos. Las
poblaciones microbianas y su composicién quimica se asemejan a los sitios de
drenaje acido de minas, aunque existen ciertas diferencias como el origen

mayormente abiotico de elementos acidos y solubles (65).

El Chichonal es un volcan activo; caracterizado por un pH acido que va entre 5.1
y 6.7. Ademas, cuenta con la presencia de diversos metales como: Na, K, Ba,
Ca, Mg, Sr, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V, y Zn. Ademas se han aislado
otros géneros como Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,
Cupriavidus, Pantoea, Lysinibacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia,

Stenotrophomonas, Enterobacter y Pandoraea (66).

Crater,volcan
Chichonal j /i8¢
S ¥

@ Camping chichonal

Figura 7. Crater del volcan Chichonal, Chiapas, México. Tomado de Google Earth
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¢ Ambientes con elevadas concentraciones de NaCl

El acuifero Laguna Salada, se localiza al norte del estado de Baja California,
México y cubre una superficie aproximada de 5,689 km2. Este se caracteriza
también por presentar tres tipos de climas muy aridos o secos: muy seco-

semicalido, muy seco-templado y muy seco célido (67) que como su nhombre lo

indica es otro ejemplo de ambiente hipersalino en el pais.

Figura 8. Laguna Salada, Baja California, México. Tomado de Google Earth

Otro ejemplo de este tipo de ambientes extremos en México es el lago de
Texcoco, ubicado al noroeste del valle del Estado de México, que ademas de
tener suelos con pH alcalino, también presenta altos porcentajes de sodio. En
este ambiente se han aislado bacterias actinobacterias haloalcalofilas como

Nocardiopsis salina y N. exhalans (68) y del género Nesterenkonia (69).

La Cuenca de Cuatro Ciénegas, ubicada en el Desierto del estado de Coahuila,
en el norte de México, es un lugar hipersalino con amplia diversidad de tapetes
microbianos y estromatolitos, de donde se han aislado microorganismos de los
géneros: Coleofasciculus, Spirochaeta, Catalinimonas, Desulfovermiculus,
Halanaerobium, Tangfeifania, Sungkyunkwania, Sediminispirochaeta,

Imperialibacter, Halovivax, Halorubrum, Halorussus y Haloasta (70).
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2.6 ANTECEDENTES DE ESTUDIOS DE BIODEGRADACION DE
ANTINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Diclofenaco

Osorio Lozada et al.,, (2008) en E.E.U.U., determinaron la capacidad de
Actinoplanes sp de la familia de Actinomyces, para biotransformar el farmaco
diclofenaco, utilizando reactores de cartuchos de fibra hueca. Se demostré que
Actinoplanes sp. es un microorganismo muy eficiente para metabolizar y
transformar el 100% del diclofenaco dentro de 5 h, tolerando la presencia del
farmaco en concentraciones de hasta 5Mm y dando como resultado las
producciones a escala y caracterizacion de tres metabolitos: 4 -hidroxi, 5-hidroxi
y 4,5-dihidroxi diclofenaco. También se comprobo que se pueden reutilizar varias
veces los microorganismos en reactores de cartucho de fibra hueca con

diclofenaco como sustrato (71).

En 2018, en Portugal, Moreira et al., evaluaron la capacidad de biodegradacion
de diclofenaco a partir de Labrys portucalensis, aislada de una muestra de
sedimento contaminado por industrias en el norte de Portugal. La cepa crecio en
un rango de temperatura de 16 a 37 °C y un rango de pH de 4,0 a 8,0. En la
investigacién se obtuvo una biotransformacion del 70% a concentraciones de 1.7
y 34 uM, utilizando como unica fuente de carbono el farmaco en un lapso de 30
dias. Mientras que empleando el co-metabolismo con acetato de sodio 5.9Mm,
la degradacion completa para 1.7 uM y 34 uM del farmaco, se alcanz6 en un

periodo de tiempo de 6 y 25 dias respectivamente (72).

En 2018 Palyzova et al., en Republica Checa, realizaron un estudio donde
determinaron una cepa bacteriana capaz de degradar analgésicos como el
ketoprofeno y el diclofenaco. Esta cepa se obtuvo de suelos contaminados con
desechos quimicos y desechos compostados de una fabrica. Los aislamientos
se realizaron en caldo de sales basales y medio LB (Luria-Bertani), la cepa fue
identificada como Raoultella sp., que degradé el diclofenaco en un 92% en un
tiempo de 72h a 28°C (73).

Ivshina et al., (2019) en Rusia realizaron un estudio para analizar la capacidad
de Rhodococcus ruber de biodegradar el diclofenaco. El resultado indico que la

bacteria es capaz de biodegradar de forma completa del diclofenaco a una

27



concentracion de 50 pg/L, durante 6 dias y el 50% en 60 dias a una
concentracion de 50mg/L, ambos mediante la adicion de glucosa como cofactor
(74).

En Polonia, en el 2020 Sauvétre et al., realizaron una investigacion para
determinar como la presencia de contaminantes de origen farmacéutico como el
diclofenaco y el sulfametoxazol afectan el crecimiento de un tipo de pasto
(Miscanthus giganteus) al modificar la composicion del microambiente presente
en las raices de este. En este estudio se demostr6 que las actinobacterias
aisladas como Microbacterium aoyamense y Streptomyces curacoi tienen el
potencial de biodegradar ambos farmacos, al mismo tiempo que favorecen el
crecimiento de las plantas, principalmente Streptomyces curacoi mostré mayor

eficacia de degradacion de diclofenaco (41%) y sulfametoxazol (33%)(38).

En ese mismo afo, 2020, en Francia Grandclement et al., investigaron la
capacidad de degradacion de diclofenaco en un medio nutritivo por dos bacterias
en particular Bacillus subtilis y Brevibacillus laterosporus, los cuales fueron
aislados de muestras de agua con presencia de este contaminante. Se obtuvo
una eliminacién total del antinflamatorio en una concentracion de 1 mg/L después
de 17 h (75).

Zur et al. en 2021, aislaron cuatro cepas bacterianas con capacidad de degradar
diclofenaco. Las muestras se obtuvieron de dos puntos: lodo activado de una
camara aeroObica del Klimzowiec y suelo contaminado de una fabrica de
productos quimicos en Polonia. Para el estudio las muestras se prepararon y
diluyeron en NaCl al 0,9% y se complementaron con diclofenaco. Se realizaron
dos métodos, utilizando el farmaco como Unica fuente de carbono y energia y en
co-metabolismo con glucosa. La cepa identificada como tolerante y con
capacidad de degradacion del farmaco fue Enterobacter cloacae con mejor
degradacion del farmaco en co-metabolismo. Degrad6 una concentracion de 50
Hg/L en 96h (76).

En Egipto, Mohamed et al., 2023, Seleccionaron cuatro aislados bacterianos en
funcién de su capacidad para utilizar una alta concentracion de diclofenaco (40
mg/L) como unica fuente de carbono. Los cuales se identificaron como

Pseudomonas aeruginosa (S1), Alcaligenes aquatilis (S2), Achromobacter
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spanius (S11) y Achromobacter piechaudii (S18). Estos obtuvieron una tasa de
degradacion de 75.20 £ 0.71% (S1), S2 de 38.99 + 0.90%, S11 de 97.79 £ 0.84%
y S18 de 88.72 + 0.89% en un periodo de 6 dias (77).

Ibuprofeno

De acuerdo con lvshina et al., en 2021 en Rusia, determinaron que no todas las
cepas bacterianas que presentan tolerancia a la presencia de antinflamatorios
esteroideos como el ibuprofeno tienen capacidad para degradarlo. Sin en
embargo, demostraron que actinobacterias como Agromyces mediolanus,
Nocardioides albus, Rhodococcus cerastii y Corynebacterium variabile,
presentan capacidad para biodegradar ibuprofeno, aunque no pueden
metabolizarlo como Unica fuente de carbono y energia. Siendo R. cerastii capaz
de transformar ibuprofeno de manera completa en concentraciones de 100 ug/L
y 100 mg/L y en presencia de n-hexadecano, en un tiempo entre 30h y 144 h

respectivamente (39).

Benedek et al. (2022), identificaron en Hungria, una nueva cepa denominada
Nocardioides carbamazepini. La cual presenta un crecimiento adecuado en un
rango de temperatura de 15 a 37 °C con una Optima de 28 °C, pH 6 a 9, con
crecimiento éptimo a pH 8 y en presencia de NaCl hasta un 3%. Esta cepa
demostré capacidad de biodegradacién de una concentracion de 1.5 mg/L de
ibuprofeno y glucosa (3 g/L) como cosustrato, eliminando el 70% de ibuprofeno
de las soluciones de ensayo posterior a 7 semanas de incubacion a 27°C con

agitacion a 145 rpm (78).

En la india Chopra & Kumar (2022) aislaron dos cepas con capacidad de
degradacion de ibuprofeno en cultivo por lotes a partir de muestras de aguas
residuales industriales: Citrobacter freundii cepa PYI-2 (MT039504) y Citrobacter
portucalensis cepa YPI-2 (MN744335). En su investigacion indican que las
condiciones de crecimiento Optimas para la degradacion del farmaco (8mg/L)
fueron de pH de 6.9 para de la cepa PYI2 y 5.8 para la cepa YPI2, mientras que
las temperaturas 6ptimas fueron 42 ° Cy 32 ° C, respectivamente (79).

Paracetamol

En el 2021 en Tunez, Rouibah et al., realizaron una investigacion para observar

la biodegradacién de paracetamol. Los resultados indicaron que Pseudomonas
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putida degradd el 92% del farmaco en medio minimo de sales (MSM),
suplementado con 400mg/L del AINE después de 32 h de incubacion (80).

En ese mismo afio (2021) Palma et al., en Portugal realizaron una investigacion
para probar la biodegradabilidad de paracetamol mediante aislados bacterianos,
empleando muestras de lodo activado de una estacion depuradora de aguas
residuales del Noroeste de Faro. Los experimentos de biodegradacion de
paracetamol se realizaron en medio minimo de sales (MSM) suplementado con
200 mg/L de AINE. Las bacterias aisladas Brevibacterium frigoritolerans,
Corynebacterium nuruki y Enterococcus faecium, lograron la eliminacién de
aproximadamente 97+4%, 97+6% y 86.9+0.8% respectivamente, después de
144 h de incubacion. Mientras que Bacillus cereus lo degradé hasta la

mineralizacion (81).

Chopra & Kumar (2023) realizaron un estudio en la India que reporta la
capacidad de degradacion de paracetamol a partir de una cepa de Bacillus
licheniformis, aislada a partir de muestras de aguas residuales industriales. Los
metabolitos generados fueron el acido oxalico, 2-isopropil-5-metil ciclohexanona
y fenotiazina. El estudio reporta que la cepa de B. licheniformis demuestra
potencial metabdlico para la biodegradacion del paracetamol y lo cual podria

implementarse en la biorremediacion (35).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los contaminantes emergentes son moléculas de naturaleza quimica que se
encuentran presentes en el medio ambiente en concentraciones de nanogramos
(ng) y microgramos (ug). Se distribuyen ampliamente en el ciclo del agua,
incluidos los afluentes y efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales, agua superficial e incluso en los sistemas de tratamiento de agua
potable.

Estos contaminantes representan un riesgo potencial para la salud humana
debido a la diversidad de su naturaleza quimica y a que su presencia en el medio
ambiente no se considera significativa, pero a pesar de que pasan inadvertidos,

existe una creciente bioacumulacioén en ecosistemas acuaticos.

Los contaminantes emergentes farmacéuticos han adquirido mayor atencion
global en la ultima década, por su creciente acumulacion en el medio ambiente
y especificamente en la calidad del agua, ya que estan en los efluentes de aguas
residuales. Ademas, al regar los cultivos con aguas recuperadas de estos

efluentes pueden absorberse y encontrarse en alimentos de consumo humano.

La bioacumulacion en animales acuaticos como los peces que también forman
parte de la cadena tréfica; representando asi un riesgo potencial para el medio

ambiente y la salud humana.

El aumento de los contaminantes de preocupacion emergente en el ambiente ha
dado lugar a estudios para comprender mejor todo el proceso desde su destino,
transporte hasta su eliminacion, sin embargo, a pesar de esta informacion, en la
actualidad este tipo de contaminantes no se encuentran estrictamente regulados
en el pais, y las plantas de tratamiento de agua convencionales no estan
disefiadas para eliminarlos completamente. En México existen pocos estudios
gue analicen el potencial biotecnolédgico de bacterias extremotolerantes aisladas
de ambientes extremos mexicanos para remediar la contaminacion por AINES,

por lo que se plantea la siguiente pregunta de investigacion.
3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Las bacterias extremotolerantes son capaces de degradar antinflamatorios no
esteroideos?
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4. JUSTIFICACION

La importancia de las moléculas derivadas de productos farmacéuticos radica en
su actividad biologica, ya que estan disefiados para ejercer su funcion fisiologica
en los organismos y evitar la inactivacion hasta que hayan alcanzado su diana.
Los antinflamatorios no esteroides son ampliamente utilizados en medicina y
veterinaria, y el hecho de ser de venta libre los vuelve mas accesibles al publico
en general, resultando en una mala utilizacion, ademas de que eventos
inesperados con la pandemia por infeccion de COVID 19 generaron un aumento

en su consumo por sus propiedades analgésicas y antinflamatorias.

La UNESCO ha establecido que es necesario fortalecer la comprension de los
posibles efectos de los contaminantes emergentes en la salud humana al alterar
los ecosistemas, por lo que hay que estudiar herramientas que contribuyan a

disminuir su impacto.

Existen métodos tradicionales de eliminacion de estos contaminantes, mediante
procesos de tratamiento que incluyen ozonizacion, carbén activado y luz
ultravioleta; pero algunas limitaciones de estos procesos de tratamiento son la
formacion de subproductos por una oxidacién incompleta y los excesivos
requerimientos de energia para realizar estos procedimientos.

Por lo anterior, la biodegradacion es una alternativa para la disminuir la presencia
de contaminantes emergentes como paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno,
empleando bacterias de dos ambientes extremos diferentes de México, ya que
en diversos estudios se ha comprobado que las bacterias extremofilas o
extremotolerantes tienen esta capacidad y ademas pueden desarrollarse en

ambientes donde otros microorganismos no podrian.

Algunos ejemplos de estas bacterias extremotolerantes son Nocardioides
carbamazepini, Citrobacter freundii, y Labrys portucalensis, que han demostrado
tener la capacidad de biotransformar o degradar antinflamatorios no esteroideos,
por lo que una alternativa para la degradacién diclofenaco, ibuprofeno y

paracetamol, es utilizar bacterias extremotolerantes.

Los ambientes contaminados usualmente no presentan condiciones mesdfilas,

sino que sus condiciones fisicoquimicas también se ven alteradas, algunos
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ambientes contaminados pueden ser ligeramente acidos, alcalinos, salinos o
incluso hipersalinos (19,82,83). En este tipo de ambientes con caracteristicas
extremas, que resultan letales para las bacterias mesofilas es mejor emplear

bacterias que estén previamente adaptadas a estas condiciones adversas.

La eliminacion de este tipo de contaminantes empleando bacterias
extremotolerantes contribuye a remediar el medio ambiente y de esta manera

proteger la salud humana.
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5. HIPOTESIS

6.1 Hipotesis Alterna: Las bacterias extremotolerantes son capaces de
degradar antinflamatorios no esteroideos.

6.2 Hipdtesis Nula: Las bacterias extremotolerantes no son capaces de
degradar antinflamatorios no esteroideos.
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6. OBJETIVOS

7.1

Objetivo General: Determinar la capacidad de degradacion de

antinflamatorios no esteroideos de bacterias extremotolerantes.

7.2

Objetivos Especificos:

. Aislar y purificar cepas bacterianas a partir de dos ambientes extremos de

México: Laguna Salada de Mexicali, Baja California y del crater del volcan
Chichonal en Chiapas, México.

. Caracterizar fisiol6gicamente a las bacterias aisladas de acuerdo con sus

requerimientos de NaCl, pH y temperatura.

Determinar la tolerancia de las bacterias aisladas a la presencia de
antinflamatorios no esteroideos: diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol.

Identificar genéticamente por analisis de secuenciacion del gen ARNr 16S

y rpoB las bacterias utilizadas en este estudio

Realizar una comparacién de la capacidad para degradar AINEs entre las
bacterias identificadas de cada ambiente extremo incluido en este

proyecto.

35



7. METODOLOGIA

8.1 Disefio de Estudio: Se realizé una investigacion de tipo experimental.

Universo: Microbiota de la Laguna Salada de Mexicali, Baja California y

microbiota del crater del volcan Chichonal de Chiapas, México

Muestra: 25 Bacterias extremotolerantes de la Laguna Salada de Mexicali,
Baja California y 25 Bacterias extremotolerantes crater del volcan Chichonal de

Chiapas, México.

Muestreo: Método de muestreo aleatorio por conveniencia.

Golfo de

México

Figura 9. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo: Laguna Salada, Mexicali, Baja
California y el Volcan Chichonal Chiapas en México. Tomado de Google earth.

8.2 Criterios de inclusion, exclusién y eliminacién
Inclusién: Bacterias extremotolerantes o extremofilas con capacidad para
degradar antinflamatorios no esteroideos: diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol.
Exclusion: Eucariotas y bacterias no extremotolerantes o extremofilas.
Eliminacién: Bacterias extremotolerantes o extreméfilas que no sobrevivan, que
se contaminen o que no demuestren capacidad para degradar diclofenaco,

ibuprofeno y paracetamol.
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8.3 Procedimientos
Tratamiento de las muestras
A cada una de las muestras se les midi6é el pH con apoyo de un potenciometro
digital (Condutronic modelo pH10).
A partir de las muestras suelo y sedimento,s e realizaron concentraciones de de
1.0 g en 9mL en agua destilada, mientras que para las muestras de agua fue
de.0 mL de la muestra en 9 mL de agua destilada. Finalmente se dejaron filtrar

las soluciones durante 12 horas.

8.3.1 Aislamiento y purificacién
Para el aislamiento de bacterias extremotolerantes se emplearon los medios de

cultivo que se describen a continuacion:

e Medio para hal6filos moderados MH (84): Extracto de levadura 10 g,
peptona proteosa 5 g, dextrosa 1 g y agar 18 g, para un litro.

e Medio Czapek BD Bioxon, Cat. 211776.

e Medio papa dextrosa BD Bioxon, Cat. 211900.

e Medio soya tripticaseina BD Bioxon, Cat. 210800.

e Agar dextrosa Sabouraud BD Bioxon, Cat. 210700.

e Agar nutritivo BD Bioxon, Cat. 210400.

Los medios de cultivo se prepararon y esterilizaron en autoclave a 121°C y 15
PSI durante 15 minutos, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se vertieron
en cajas Petri estériles.

De las soluciones filtradas de las muestras se realizaron diluciones hasta 1:1000
a partir de las cuales se llevo a cabo la siembra en las cajas Petri. Se tomaron
alicuotas de 200uL de cada muestra con micropipeta y se distribuyeron de forma

radial a través de toda la caja petri con una varilla de vidrio.
Se repitié este procedimiento por cada muestra y en cada uno de los medios

preparados. Posteriormente se incubaron a 37°C durante 7 a 15 dias para la

revision periddica del crecimiento bacteriano cada 48h.
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Conforme fueron apareciendo las colonias correspondientes de bacterias se
fueron transfiriendo a otra caja Petri para realizar el aislamiento. Finalmente se
realiz6 una resiembra de cada uno de los aislamientos obtenidos para la

purificacion de cada cepa aislada en el medio en el que mejor se desarrollaron.

1.0mL 1.0mL

Y

agua agua

destilada i destilada [ .
 — / /
\. \
Aislamiento
J Purificacion
[ 10

N\
En 9mL de En 9mL de / \

=/
[”00 [:1000

Figura 10. Esquema del procedimiento del aislamiento y purificacion de las cepas. Creado con

,-'/

BioRender.

8.3.2 Caracterizacién morfologica

Una vez purificadas las cepas seleccionadas, se observaron las caracteristicas
macroscopicas de cada una, tamafio, color, opacidad, aspecto o consistencia,
forma, textura, borde, elevacion, presencia de crecimiento radial, presencia o
ausencia de micelio aéreo y produccion de pigmento.

Se realizé tincion de Gram para confirmar la pureza de las cepas y la
identificacién de bacterias Gram positivas 0 Gram negativas. Se observo la
morfologia microscopica y se determind si tenian forma de bacilos, cocos, o si
eran pleomorficos, la producciéon de capsula o esporas, agrupacion, asi como la
presencia del crecimiento de filamentos ramificados caracteristicos de las

actinobacterias.

38



Cristal violeta Lugol —\/;?'": Alcohol-— Safranin
y 4 Acetona
§

7*6 B\ 4 o N o\ LT
s\ : -~ 2SN & Enjuagar
/-. '\ Enjuagar "-. '\\ Enjuagar / ~ \\ Enjuagar /G-. \ iH5E
o S/ \o &/ \@ /
- ’ / N ! \\,,777#,,// \\ ’/
60S 60S 5s 60S

Figura 11. Esquema del procedimiento de la tincién de Gram. Creado con BioRender.

8.3.3 Caracterizacion fisioldgica

8.3.3.1 Concentracion de NaCl

Para la caracterizacion del espectro fisiologico de cada cepa se determiné la
concentracion de NaCl adecuada para el crecimiento y desarrollo de las cepas
aisladas. Para este procedimiento se prepar6é el medio de cultivo soya
tripticaseina, adicionando NaCl a las siguientes concentraciones: 0, 0.5, 3, 5,10,
15, 20, 25y 30 %; el pH se ajusté a 7.

Se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 PSI, durante 15 minutos, finalmente

se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se vertio en cajas Petri, en las que se

inocularon cada una de las cepas obtenidas, y se incubaron a 37°C.

TP N B

Esterilizacion Dejar e“"‘af Y Inocular las cepas
121°C 15PSI vengr en cajas Incubacion
NaCl 0-30% 15 min Petri 37°C 10 dias

Figura 12. Esquema del procedimiento de la caracterizacién de NaCl. Creado con BioRender

8.3.3.2 Determinacion de pH
La determinacién de pH éptimo de crecimiento se realizé también en el medio
soya tripticaseina, ajustando el pH a 5, 6, 7, 8, 9, y 10, con la concentracion de

NaCl 6ptima de crecimiento para cada cepa.
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Se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 PSI, durante 15 minutos, finalmente
se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se vertié en cajas Petri, en las cuales

se inocularon cada una de las cepas y se incubaron a 37°C.

vee
\\
J— \\
\ N
p— =
— Sy —|
- Esterilizacion Dejar enfriaf Y Inocular las cepas
121°C 15PS| veﬂgr en cajas Incubacién
pHde5a 10 15 min Petri 37°C 10 dias

Figura 13. Esquema del procedimiento de la caracterizacion de pH. Creado con BioRender.

8.3.3.3 Temperatura

La caracterizacion de la temperatura 6ptima de crecimiento se determiné de igual
manera en medio soya tripticaseina ajustando el pH y la concentracién de NaCl
establecidos como 6ptimos para cada cepa.

El medio de cultivo se esterilizd, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se
verti6 en cajas Petri, en los cuales se inocularon cada una de las cepas
obtenidas. Las cajas se incubaron a diferentes temperaturas: 25, 30, 35, 40, 45

y 50°C para identificar el rango de temperatura de crecimiento y el éptimo.

S
— . (= — e
= — >y — |
Esterilizacion Delar e""'af Y Inocular las cepas
121“C 15Ps| ;ertgr en cajas P Incubacion a 25, 30,
15 min etri 35, 20,45y 50°C

10 dias
Figura 14. Esquema del procedimiento de la caracterizacién de Ta. Creado con BioRender.

Interpretacién de resultados de la caracterizacion fisiolégica

La caracterizacion fisioldégica de concentraciéon de NaCl, pH y temperatura se
realiz6 observando el crecimiento cada 24 horas por un periodo de 10 dias. Se
registré el resultado por nimero de cruces: + crecimiento escaso, ++ regular,
+++ suficiente y ++++ optimo; la ausencia de cruces indica la ausencia de

crecimiento.

8.3.4 Pruebas de tolerancia a la presencia de antinflamatorios no

esteroideos en caja Petri
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Se preparé una solucion madre de cada AINE, diclofenaco, ibuprofeno y
paracetamol (Sigma aldrich, CAT D6899-25G, 14883-5G, A7085-100G) de 1000
ppm en etanol absoluto, a partir de la cual se obtuvieron soluciones con las
siguientes concentraciones: 1, 10 y 100 ppm**. Se preparé medio de cultivo soya
triptocaseina, se esterilizé en autoclave a 121°C, 15 PSI, durante 15 minutos. Se
dej6 enfriar a temperatura ambiente para poder afiadir cada una de las
soluciones de AINEs con ayuda de una micropipeta para finalmente verterlo en
cajas de Petri y dejar solidificar.

Para la inoculacion de las cajas se dividieron en 5 partes iguales y se realiz6 la

siembra de cada cepa por estria simple con ayuda de un asa bacteriolégica.

**Edrmula empleada para la preparacion de todas las soluciones de diclofenaco,
ibuprofeno y paracetamol:
VixCl=V2x(C2
V1= (V2x%C2)/C1

Interpretacién de resultados de la tolerancia en caja Petri
Se realizd observando el crecimiento cada 24h por 10 dias. Se registro el
resultado por numero de cruces: + crecimiento escaso, ++ regular, +++ suficiente

y ++++ optimo; la ausencia de cruces indicé la ausencia de crecimiento.
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Figura 15. Esquema del procedimiento de la Pruebas de tolerancia a la presencia de
antinflamatorios no esteroideos en caja Petri. 1) Preparaciéon de las soluciones de AINEs. 2)
Prueba de tolerancia a la presencia de antinflamatorios no esteroideos en caja Petri. Creado con

BioRender.

8.3.4.1 Pruebas de tolerancia a la presencia de antinflamatorios no
esteroideos en espectrofotémetro

Se prepar6é medio de cultivo liquido soya tripticaseina para verterlo en tubos de
ensayo. Los tubos se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 PSI, durante 15
minutos, y se enfriaron a temperatura ambiente. Se afiadié una colonia de cada
cepa a un tubo y se dejaron incubar durante 72 horas para posteriormente tomar

los in6culos.

Se prepar6é una solucion madre de cada AINE, diclofenaco, ibuprofeno y
paracetamol (Sigma aldrich, CAT D6899-25G, 14883-5G, A7085-100G) de 1000
ppm, a partir de la cual se prepararon soluciones con las siguientes
concentraciones: 1, 10 y 100 ppm. Y una vez esterilizados los matraces con el
medio de cultivo se les afiadié a cada uno la solucién del AINE correspondiente

(diclofenaco, ibuprofeno o paracetamol) con ayuda de una micropipeta.

Se vertieron 3mL del medio de cultivo con la solucién de AINE directamente en
placas de 12 pocillos estériles en la campana de flujo laminar. El inéculo

bacteriano se afiadié en un equivalente a una concentracion de 3x108 células (1
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de la escala McFarland), se prepar6é un control biético (medio de cultivo con
in6culo), un control abidtico (medio de cultivo con la solucion de AINE) y cada

una de las concentraciones. Todo se realiz6 por triplicado.

Se sellaron las placas de plastico con Parafilm por el exterior y se incubaron
durante 10 dias a 37°C. Cada 24 horas se sacaron las placas de incubacion para
medir el crecimiento por densidad Optica mediante espectrofotometria
(espectrofotbmetro BioTek modelo EPOCHTM) a una longitud de onda de
600nm, y poder registrar el crecimiento bacteriano en presencia de diclofenaco,

ibuprofeno y paracetamol mediante el aumento en la densidad 6ptica.

100ppm

10ppm

\
|
\ ﬂ] |
. \ s N - ,1
Preparacion de la 1ppm ﬁ Preparacién del preindculo Incubacion a 37°C, 72h.

solucién madre de

diclofenaco 7
1000ppm ﬁ ﬁ

~ ) — 7
Diclofenaco | (
3 ‘Fiy'f‘- @ 100ppm |
£
N .
4 . =
- = e
ronge metlo Dejar enfriar el medio de cultivoy ~ Homogenizar y verter en
v‘ ; 15 min adicionar el AINE las placas de 12 pocillos  Adicionar el inéculo
{ ) Bacteriano 3x10 " cel.
v Preparacién del medio de
%/ cultivo soyatripticaseina ) - B
— 1 | B4
.. s
Lectura de la densidad
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Figura 16. Esquema del procedimiento de la Pruebas de tolerancia a la presencia de
antinflamatorios no esteroideos en espectrofotometro. 1) Preparacion de las soluciones de
AINEs. 2) Preparacion del pre-indculo. 3) Prueba de tolerancia en espectrofotometro. Creado

con BioRender.

8.3.5 Identificacién genética

8.3.5.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit comercial Promega Wizard Genomic
(Cat: A1120) siguiendo las indicaciones del fabricante Para la visualizacién del
ADN extraido se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% con un tiempo

de corrida de 40 minutos a 120 volts, 50w y 300mA. Se utilizé bromuro de etidio
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para su revelado. Lo anterior para comprobar la presencia y calidad del material

genético.

8.3.5.2.1 PCR Gen ARNr 16S

La reaccién en cadena de la polimerasa se llevé a cabo usando los cebadores
universales para la amplificacién del gen 16S RNAr 8F: 5-AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG-3'y 1492R: 5’-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3/, utilizando

enzima Tag. Polimerasa comercial (Meridian, Cat: Bio-21105).

Las condiciones del ciclo térmico fueron: un ciclo de pre-desnaturalizacion de 5
minutos a una temperatura de 94°C, desnaturalizacion durante 60 segundos a
94°C, alineamiento durante 30 segundos a 59°C, elongacién por 60 segundos a

una temperatura de 72°C. El proceso se repitié durante 30 ciclos.

8.3.5.2.2 PCR Gen rpof

La amplificacion del gen rpof se llevé a cabo posterior a la obtencion de los
resultados con la identificacion del gen 16S ARNr, para aumentar el tamafio de
la secuencia de cada cepa y poder obtener una mejor identificaciébn. Se
emplearon varios pares de cebadores para la identificacion del gen rpof,
dependiendo del género de cada cepa como se enlistan a continuacion (Tabla
2), asi mismo se indican las condiciones del termociclador empleadas para cada

reaccion.
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Tabla 2. Condiciones y cebadores empleados para la amplificacion del gen rpof

Genero de
bacterias
Micrococcus

Citricoccus

Streptomyces
Nocardiopsis
Cellulosimicrobium
Curtobacterium
Kocuria

Enterobacter

Ornitinibacillus

Bacillus

Primer

MicrpoBF
MicrpoBR

RpoB_MF
RpoB_R

CM7
CM31b

rpoB-
2292f

Secuencia

5 ATGAACGCGACGAGGAGGTTZ

5GTTCTTCGGCACCTCSC

5" CGACCACTTCGGCAACCGYT
5 TCGATCGGGCACATCCGGZ

5 AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGGT
5 CCTGAACAACACGCTCGGAZ

5 GACGTGGGATGGCTACAACT3’
5 ATTGTCGCCTTTAACGATGGS’

pb  Referencia

743 (85)
342  (86)
512  (87,88)
1,010 (89)

Condiciones de termociclador

Ciclos: 40

Desnaturalizacion inicial: 94°C,
90 s.

Desnaturalizacion: 94°C, 10 s.
Alineamiento: 55°C, 20 s.
Elongacion:72 °C, 50s.
Extension final: 72°C, 5min.
Ciclos: 30

Desnaturalizacién: 95 °C, 1 min.
Alineamiento: 55 °C,1 min.
Extension final: 72 °C, 1.5 min.

Ciclos: 35

Desnaturalizacion: 92 °C, 2 min.
Alineamiento: 55 °C,1 min.
Extension: 72 °C, 1 min.
Extension final:72 °C, 10 min.
Ciclos: 35

Desnaturalizaciéon: 92 °C, 2 min.

45



Salinibacillus
Gracilibacillus

Pseudarthrobacter

Aerococcus

Microbacterium

rpoB-
3354r

rpoB2269f
rpoB3119r

Estrepto-F
Strepto-R

rpoB-2Fa
rpoB-5R

5" GAAATCACYCGYGAYATCCCZ
5 CCRCCGAACTGTNCCTTACCT

5 AARYTIGGMCCTGAAGAAAT3Z

5 TGIARTTTRTCATCAACCATGTG3

5 ACBGTSaTTYATGGGYGAYTT 3
5 CGATGAANCCGAASGVGTTG 3

729

860

832

(90)

(91)

(92)

Alineamiento: 55 °C,1 min.
Extension: 72 °C, 1 min.
Extension final: 72 °C, 10 min.
Ciclos: 40

Desnaturalizacion inicial: 94°C,
90 s.

Desnaturalizaciéon: 94°C, 10 s.
Alineamiento: 55°C, 20 s.
Elongacion:72 °C, 50s.
Extension final: 72°C, 5min.
Ciclos: 35

Desnaturalizacion: 92 °C, 2 min.
Alineamiento: 55 °C,1 min.
Extension: 72 °C, 1 min.
Extension final: 72 °C, 10 min.
Ciclos: 40

Desnaturalizaciéon inicial: 94°C,
90 s.

Desnaturalizacién: 94 °C, 10 s.
Alineamiento: 55°C, 20 s.
Elongacién:72 °C, 50s.
Extension final: 72 °C, 5min.
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8.3.6.3 Electroforesis

Se preparé gel de agarosa al 1% con 3uL de amplicon, 3 yL de buffer de carga,
marcador de peso molecular de 1Kb, y se introdujo en la cAmara de electroforesis
con un voltaje de 120 volts, 50W y 300mA durante 30 minutos y se revela con
bromuro de etidio, lo anterior para comprobar la presencia de las bandas de ADN

mediante el fotodocumentador.

8.3.7 Secuenciacion
Los productos amplificados de los genes ARNr 16S y rpoB se enviaron al servicio

de secuenciacion de Humanizing Genomics Macrogen, Seul, Corea

8.3.8 Identificacion de cepas bacterianas

Las secuencias obtenidas se corrigieron utilizando la herramienta bioinformatica,
Chromas pro (V1.5)(93) , una vez corregidas se utilizé el programa BioEdit
(v7.09)(94) para obtener la secuencia consenso y se compararon con las
secuencias ya depositadas en las bases de datos del Centro Nacional de
Informacion sobre Biotecnologia-NCBI (GenBank) (95) BLAST (96) y EzBiocloud
(97), para determinar la especie mediante el porcentaje de semejanza.

8.3.9 Secuenciacion gendmica de la cepa

Posterior a la identificacion genética de las cepas mediante la amplificacion de
los dos genes rpoB y 16S ARNr, se seleccion6 una cepa con capacidad para
tolerar diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol en las concentraciones de 10ppm
y 100ppm, ademas debido al porcentaje de identidad que se obtuvo en la

identificacién con ambos genes ya que fue menor al 98%.

8.3.8.1 Obtencidn de biomasa

Una vez seleccionada la cepa se procedié a realizar la recoleccién de la
biomasa. A partir de un cultivo puro y con ayuda de palillo de madera estéril, se
transfirio la biomasa de la cepa a un tubo de vidrio con 5 ml de solucion salina al
0.85%, hasta que el inéculo obtuvo una turbidez semejante al tubo 4 de la escala

McFarland. Se homogenizé el inéculo invirtiendo el tubo suavemente.
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8.3.8.2 Extraccién de DNA de alta pureza de la cepa P9AGU-1

El DNA se extrajo siguiendo las indicaciones y especificaciones del kit de
extraccion MasterPure™ Complete DNA & RNA Purification Kit (LGC Biosearch
Technologies, MV89010):

Diluir 25 pl proteinasa K (kit RNA and DNA Purification Kit Spin Column
DaAn Gene) en 300 pl de solucién de lisis.

Centrifugar 500 pl de in6culo bacteriano con patrén 0.5 McFarland y
desechar el sobrenadante, dejando 25 pl de liquido.

Resuspender el pellet.

Afadir a cada muestra los 300 pl de solucion de lisis con 25 pl
proteinasa K. Mezclar suavemente por inversion.

Incubar a 65°C durante 15 minutos en agitacion a 120 rpm.

Enfriar las muestras en la incubadora durante 10 minutos para que
alcancen los 37°C. Posteriormente, adicionar 3 pl de RNAsa A (5 mg/ml)
a cada muestra y mezclar por inversion.

Incubar a 37°C durante 30 minutos.

Colocar las muestras en una hielera con gel refrigerante durante 5
minutos.

Afadir 150 ul de reactivo de precipitacion de proteina MPC a la muestra
(328 ul) que se encuentra lisada en ese momento. Mezclar bien por
inversion durante 10 segundos.

Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm. Si el sedimento
resultante es transparente, pequefo o suelto, agregar 25 pl adicionales
de reactivo de precipitacion de proteinas MPC, mezclar y centrifugar
nuevamente.

Transferir el sobrenadante a tubo Eppendorf de microcentrifuga de 1.5
ml limpio y estéril. Desechar sedimento.

Agregar 500 pl de isopropanol frio al sobrenadante recuperado en el
tubo nuevo. Mezclar por inversion de 30 a 40 veces.

Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm.

Desechar cuidadosamente el isopropanol, teniendo cuidado de no
desprender el pellet de DNA.

Enjuagar dos veces con 100 pl de etanol al 70% por inversion.
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e Centrifugar 2 minutos a 14,000 rpm para su precipitacion en el tubo.
Retirar todo el etanol con una pipeta y dejar secar brevemente.
e Re suspender el DNA en 35 pl de Buffer TE. Conservar a temperatura

ambiente.

8.3.8.3 Secuenciacion y ensamblaje del genoma de la cepa P9AGU-1

La secuenciacion se realiz6 empleando un enfoque hibrido entre Illumina y
Nanopore. Se eliminaron el 5 % de las lecturas de menor calidad utilizando
Filtlong (v0.2.1)(98), empleando los pardmetros predeterminados. Se realizé un
preensamblaje con Miniasm (v0.3)(99), tras lo cual se ajusto la cobertura a un
minimo de 100x. Con las secuencias filtradas, se procedio al ensamblaje final y
pulido mediante Flye (v2.9.1), utilizando parametros especificos para lecturas
ONT de alta calidad. La anotacién del genoma se llevd a cabo con Bakta
(v1.6.1)(100).

El analisis de los contigs se realizo utilizando Bandage (v0.8.1) (101). La
integridad y contaminacién del genoma se evaluaron con CheckM (v1.2.2) (102).

La identificacion de especies se efectué con RapdTool (v2.1.0) (103).

Los programas CGView (V.2.0) (104,105) y RAST (V33A22a) (106) se
emplearon para elaborar un mapa del genoma y para poder realizar un analisis
de los subsistemas que lo conforman, y asi lograr identificar los posibles genes
implicados en el proceso de degradacion de los AINEs como parte de los

compuestos aromaticos.

Preparacion del master
\ Mix para la PCR

% - ‘ . a ms |

) T KT — N Y —

¢ v jf
Cultivo Obtencion de biomasa  Extraccion de ADN

puro Comprobacién de la

Electroforesis presencia y calidad del \

ADN

)

Blast y
; “—Ez Biocloud *—— A A 7
ok ~
Secuenclacien  'dentificacion de Andlisis y correccion de Secuenciacion, \/
gendmica de especies las secuencias Macrogen, Seul, Corea Amplificacion de los genes
PYAGU-1 ARNr 16S y rpoB

Figura 17. Esquema del procedimiento de la identificacién genética. Creado con BioRender.
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8.3.9 Comparacién de la capacidad para degradar AINEs entre las bacterias
identificadas de cada ambiente extremo.
Se realiz6 el calculo de porcentaje de bacterias que toleraron uno, dos o los tres

AINEs por cada ambiente extremo.

8.4 Variables de Estudio
Independientes:

Bacterias extremotolerantes y extremdfilas.

Dependientes:
Potencial degradacion de antinflamatorios no esteroideos: diclofenaco

ibuprofeno y paracetamol.

8.6 Implicaciones Bioéticas

La investigacion se realizé siguiendo los acuerdos establecidos en el Convenio
las Naciones Unidas suscrito en Rio de Janeiro sobre la diversidad biolégica
(107); el cual habla acerca del medio ambiente y su desarrollo, con fecha de junio
de 1992. El cual remarca lo importante que es prevenir y atacar las causas que

conllevan a la reduccion o pérdida de la diversidad biologica.

Estableciendo que un requerimiento esencia para la lograr conservar la
diversidad es de igual forma mediante la preservacion in situ de los ecosistemas

y/o hébitats naturales.

En seguimiento a lo que se establece dentro del Protocolo de Cartagena firmado
en junio de 2000 (108), el cual trata acerca de la seguridad de la biotecnologia.
Se aseguro a la biotecnologia y a su transferencia para que sean oportunas para
la conservacion y utilizacion razonable de la diversidad bioldgica, tal y como lo

menciona en el Articulo 16 y 19.

Ademas, siguiendo lo que se establece dentro de los Articulos 8 y 19, se
garantizara el desarrollo de procedimientos para mejorar la seguridad de la
biotecnologia a fin de poder minimizar todas las posibles amenazas hacia la
biodiversidad.
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El manejo de los desechos originados dentro del laboratorio de microbiologia
médica y ambiental derivados del presente proyecto se hara siguiendo lo
estipulado dentro de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002 (109), dirigida a la utilizacion de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos,

la cual es de observancia obligatoria a nivel nacional.

Ademas, todos los procesos se realizaron bajo las recomendaciones éticas del
Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma del Estado de México.

8.7 Recoleccion de Datos

Los datos experimentales se registraron en una bitacora de laboratorio.

El nimero de cepas aisladas, asi como de cepas con capacidad de degradacion
de contaminantes emergentes como antinflamatorios no esteroideos, los
resultados de las pruebas que emplearon como medicion la espectrofotometria
se registrd en bases de datos en un documento Excel.

8.8 Analisis Estadisticos
Se calcularon medidas de tendencia central de las cepas que presentaron
capacidad para degradar antinflamatorios no esteroideos para graficar y hacer

un comparativo de las cepas con mayor potencial de degradaciéon de
antinflamatorios no esteroideos.
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9. OPERALIZACION DE VARIABLES

Tabla 3. Operalizacion de variables dependientes e independiente.

VARIABLE

Bacterias

Extremotolerantes

Bacterias

Extremofilas

Capacidad De
Degradacion De
Antinflamatorios No

Esteroideos.

DEFINICION CONCEPTUAL

Bacterias con capacidad de
tolerar condiciones extremas
de concentraciones de NaCl,
rangos de pH y temperatura.
Bacterias con requerimientos
extremos de concentraciones
de NaCl, rangos de pH vy
temperatura para su
crecimiento 6ptimo.
Capacidad de las bacterias
extremdfilas de degradar
antinflamatorios no

esteroideos.

DEFINICION
OPERATIVA
[NaCl]

Temperatura de

crecimiento

pH de crecimiento

[NaCl]

Temperatura de

crecimiento

pH de crecimiento

Degradacion del

antinflamatorio no

esteroideo.

TIPO DE
VARIABLE
Independiente
Cualitativa

Independiente
Cualitativa

Dependiente
Cuantitativa

ESCALA DE
MEDICION

[NaCl]

Temperatura 25-50°C
pH 5-10

[NaCl]
Temperatura 25-50°C
pH 5-10

Concentracion del
antinflamatorio no

esteroideo.

ANALISIS

ESTADISTICOS

Frecuencias y

porcentajes

Frecuencias y

porcentajes

Frecuencias y

porcentajes
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10. RESULTADOS

10.1 Comprobante de envio del articulo a la revista Journal of Basic
Microbiology

E Outlook

Manuscript submitted to Journal of Basic Microbiology

Desde Journal of Basic Microbiology <no-reply@atyponrex.com>
Fecha Mar 12/11/2024 17:37

Para Ninfa Ramirez Duran <nramirezd @uaemex.mx>

Dear Ninfa Ramirez-Duran,

Your manuscript "Degradation potential of nonsteroidal anti-inflammatory drugs by
extremotolerant actinobacteria" has been successfully submitted and is being delivered
to the Editorial Office of Journal of Basic Microbiology for consideration.

You will receive a follow-up email with further instructions from the journal editorial
office, typically within one business day. That message will confirm that the editorial
office has received your submission and will provide your manuscript ID.

Thank you for submitting your manuscript to Journal of Basic Microbiology.

Sincerely,
The Editorial Staff at Journal of Basic Micrabiology

10.2 Resumen del articulo

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) forman parte de los llamados
contaminantes emergentes, que suponen un riesgo para la salud por su
persistencia en el medio ambiente y en los suministros de agua, por lo que es
imprescindible la bausqueda de bacterias adaptadas a condiciones ambientales
extremas que toleren la presencia de estos contaminantes, para proponerlas
como potenciales degradadoras de estos y asi contribuir a la reduccion de esta
problematica. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el potencial de
degradacion de los AINE por actinobacterias extremotolerantes. Se aislaron e
identificaron genéticamente dieciséis actinobacterias de un ambiente extremo, el
crater del volcan Chichonal en Chiapas, México. Micrococcus luteus P8SUEL,
Micrococcus yunnanensis P9AGUL y Kocuria rizhophila P1AGUS3 toleraron la
presencia de diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol en concentraciones de
1ppm, 10ppm y 100ppm respectivamente. La secuenciacibn gendmica de la

cepa P9AGU1L demostro el potencial de degradacion de AINE de M. yunnanensis
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

Se aislaron 25 cepas extremotolerantes del volcan Chichonal y 25 cepas de la
Laguna Salada. En investigaciones previas ya se han aislado bacterias

tolerantes a condiciones extremas de ambos ambientes (66,110-114).

A partir del volcan Chichonal, se aislaron 20 cepas de actinobacterias y 5
eubacterias pertenecientes al filo Firmicutes o Bacillota. De acuerdo con la
bibliografia ya se han reportado aislamientos de estos filos Actinobacteria y

Firmicutes a partir de este ambiente extremo (66,111,112,115).

Por otra parte, de La Laguna Salada, se aislaron 9 cepas de actinobacterias y 16
cepas de eubacterias. De acuerdo con estudios previos, este ambiente cuenta

con la presencia de ambos tipos de bacterias (110,113,114).

Con base en los resultados de la prueba de tolerancia a NacCl, de las cepas del
volcan 23 son halotolerantes y 2 son mesofilas. Las cepas de la laguna salada
son 20 halotolerantes y 5 haléfilas (51). En otros estudios ya se ha reportado el
aislamiento de bacterias con tolerancia a condiciones extremas de NaCl de la
Laguna Salada (110).

Referente a la prueba de tolerancia a pH, tanto las cepas del volcan como las de
la Laguna Salada toleraron un amplio espectro de pH, el cual va desde pH 5
hasta pH 10. Lo cual coincide con lo reportado en la literatura sobre los aislados
de la Laguna Salada (110).

Con respecto a la prueba de tolerancia a la temperatura, las cepas del volcan
Chichonal son 17 mesdfilas y 8 termotolerantes. Las cepas de la Laguna son 14

termotolerantes y 11 mesdfilas.

Se identificaron 12 géneros bacterianos del volcan Chichonal, 8 géneros
corresponden a actinobacterias,  Cellulosimicrobium, Curtobacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Kocuria, Streptomyces, Streptoverticillium y
Pseudarthrobacter.; y 4 géneros de eubacterias: Aerococcus, Bacillus,
Enterobacter y Exiguobacterium. Los géneros Bacillus, Kocuria y Micrococcus ya
fueron reportados en otros estudios de diversidad bacteriana del volcan
Chichonal (66,111)
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De la Laguna Salada se identificaron 9 géneros, 3 corresponden a
actinobacterias: Citricoccus, Micrococcus y Nocardiopsis y 6 géneros de
eubacterias: Bacillus, Gracilibacillus, Oceanobacillus, Ornithinibacillus,
Salinicoccus y Salirhabdus. Los géneros Micrococcus y Bacillus se comparten
en ambos ambientes. Otros estudios realizados sobre aislados bacterianos de
este ambiente ya han reportado la identificacion del género Bacillus, pero
ademas han reportado la identificacion de diferentes géneros como

Pseudomonas, Pantoea, Streptomyces, entre otros (110,113,114).

Las especies del volcan Chichonal que toleraron en mayor concentracién los
AINEs fueron identificadas como Bacillus siamensis, 1 cepa (DCF, IBU y PCM
100ppm), Micrococcus luteus 1 cepa y, Micrococcus yunanensis 3 cepas (DCF
10ppm, IBU y PCM 100ppm) y Aerococcus urinaequi, 1 cepa (DCF, IBU y PCM
100ppm) del volcan chichonal. En investigaciones previas ya se ha reportado la
capacidad de Micrococcus yunanensis (116,117) y Bacillus (35,75,81) para la
degradacion de AINEs

La Unica especie de la Laguna Salada que toler6 los 3 AINEs fue Oceanobacillus
oncorhynchi, 2 cepas (DCF, IBU 10ppm y PCM 100ppm). Dos estudios han
reportado sobre la capacidad de Oceanobacillus oncorhynchi para eliminar
cromo (Cr VI1)(118,119), sin embargo, no hay investigaciones sobre su tolerancia

a diclofenaco, ibuprofeno o paracetamol.

La secuenciacion del genoma de P9AGU-1, cepa proveniente del volcan
Chichonal e identificada como Micrococcus yunanensis, sefialé que la cepa tiene
en su genoma la presencia de 7 genes implicados en la produccion de enzimas
gue participan en el metabolismo de compuestos aromaticos como los AINES, lo
gue le brinda mayores posibilidades de poder degradar. A partir de este ambiente
extremo se han secuenciado previamente los genomas de Paenibacillus sp.

(120) y Candidatus Aramenus sp (121); pero no de Micrococcus yunanensis.
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12. CONCLUSIONES

1.

Las especies Bacillus siamensis, Micrococcus luteus, Micrococcus
yunanensis, Kocuria rhizophila y Aerococcus urinaequi; provenientes del
volcan Chichonal fueron tolerantes a diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol.
Por otro lado, Oceanobacillus oncorhynchi asilada de la Laguna Salada
present6 la misma tolerancia para los aintiinflamatorios probados.
Micrococcus yunanensis, P9AGU-1, demostr6 tener el potencial
biotecnoldgico para degradar AINESs, debido a que en su genoma cuenta con
7 genes implicados en la produccién de enzimas que participan en el
metabolismo de compuestos aromaticos, tales como el diclofenaco,
ibuprofeno y paracetamol.

Las cepas provenientes del volcan Chichonal tuvieron una mejor tolerancia a
la presencia de los tres antinflamatorios probados en este estudio siendo las
actinobacterias el grupo predominante, en cuanto a la Laguna Salada, se
identificO mayor diversidad de Eubacterias y menor tolerancia a AINES.

Las cepas tolerantes a condiciones extremas incluidas en este estudio
mostraron potencial degradador para antinflamatorios no esteroideos como
el diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol, lo que permite considerarlas como

una alternativa en procesos de biorremediacion.
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